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 【導入】 
マイクロ RNA は、19～21 塩基のタンパクをコードしない機能性 RNA
である。1種類のマイクロ RNAが、数多くの蛋白コード遺伝子の発現
を制御する事から、マイクロ RNA の発現異常は癌を含む様々なヒト
の疾患に関与する。今回対象とした口腔扁平上皮癌は頭頸部癌で最
も多い癌であるが、病態の早期よりしばしば転移を起こすため、頭頸
部扁平上皮癌の中でも予後の悪い疾患の一つである。しかしながら、
口腔扁平上皮癌における転移の分子機構についは十分に解明されて
いない。 
これまで我々は頭頸部扁平上皮癌のうち、下咽頭癌、上顎洞癌の臨床
検体を用いてマイクロ RNA 発現プロファイルを作成し、発現が低下
しているマイクロ RNA の中から癌抑制型マイクロ RNA を同定し、さ
らにはそのマイクロ RNA が制御する癌転移分子ネットワーク機構を
解明してきた。今回は口腔扁平上皮癌臨床検体を用い、これまでと同
様に「口腔扁平上皮癌・microRNA発現プロファイル」を作成した。 
今回作成したマイクロ RNA 発現プロファイルのうち、癌で有意に発
現が低下している miR-26a-5p、miR-26b-5pに着目した。この２つの
マイクロ RNAは配列が異なるが、標的遺伝子の mRNAの 3’-UTR(非翻
訳領域)に結合する配列が共通、つまり標的とする遺伝子が共通であ
るという特徴をもつ。 
miR-26a-5p、miR-26b-5p はこれまで上咽頭癌、胃癌、大腸癌、乳癌
など様々な癌において発現が低下しており、癌抑制型マイクロ RNAと
して作用するとの報告があるが、口腔癌においては不明な点が多い。
今回の研究の目的は、miR-26a-5p、miR-26b-5p の口腔癌における機
能を解析すること、またそれらが制御する分子ネットワーク機構を
解明することである。 
 
【方法】 
① 口腔扁平上皮癌臨床検体の癌部・非癌部における miR-26a-5p、
miR-26b-5pの発現を qRT-PCRにて測定した。 
② 口腔扁平上皮癌における miR-26a-5p、miR-26b-5pの機能を解析す
るため、口腔扁平上皮癌原発巣由来の細胞株 SAS、口腔扁平上皮
癌転移巣由来の細胞株 HSC3、2種類の細胞株に miR-26a-5p、miR-
26b-5pを核酸導入し、癌細胞の増殖能・遊走能・浸潤能を検討し
た。 
③ In silico解析を用い、miR-26a-5p、miR-26b-5pが標的とする癌
遺伝子を探索した。 
④ In silico解析で miR-26a-5p、miR-26b-5p の標的遺伝子候補とな
った TMEM184B が miR-26a-5p、miR-26b-5p に直接制御されるかど
うかを検討した。SAS、HSC3に miR-26a-5p、miR-26b-5pを核酸導
入し、その 72 時間後に qRT-PCR、ウエスタンブロットを行い、
TMEM184B の発現が mRNA レベル、蛋白レベルにおいて発現が抑制
されるかを検討した。SAS を用いてルシフェラーゼレポーターア
ッセイを施行し、miR-26a-5p、miR-26b-5p との結合部位をもつ
wild 型のベクター、結合部位が欠失した deletion 型のベクター
に miR-26a-5p、miR-26b-5pを核酸導入した。 
⑤ si-TMEM184Bを用いて TMEM184Bをノックダウンし、機能解析を行
った。まずは SAS、HSC3 に si-TMEM184B を核酸導入後 72 時間で
qRT-PCR、ウエスタンブロットを行い、mRNAレベル、タンパクレベ
ルで TMEM184B がノックダウンしているかを検討した。次に SAS、
HSC3に si-TMEM184Bを核酸導入し、増殖能・遊走能・浸潤能を解
析した。 
⑥ TMEM184Bに制御される遺伝子や pathwayを、網羅的解析を用いて
探索した。 
 
【結果】 
① 口腔扁平上皮癌臨床検体 36症例の癌部、非癌部における miR-26a-
5p、miR-26b-5pの発現は、real-time PCRにて非癌部に比して癌
部では著明に発現が低下していることが証明された。また SAS、
HSC3においても著明に発現が低下していた。 
② SAS、HSC3に miR-26a-5p、miR-26b-5p核酸導入し、細胞の増殖能・
遊走能・浸潤能を検討した。 
増殖能は SASにおいて有意に抑制したが、HSC3においては有意な
抑制効果はみられなかった。遊走能・浸潤能は SAS、HSC3 の 2 つ
の細胞株において、著名な抑制効果がみられた。 
③ In silico解析を用いて、miR-26a-5p、miR-26b-5pが標的とする
遺伝子を探索した。まずは、この 2 つのマイクロ RNA と結合する
配列をもつ遺伝子は 3419 遺伝子あった。次に、その中から
GEO(Gene Expression Omnibus)というインターネット上の公共デ
ータベースを用いて口腔扁平上皮癌において有意に発現が上昇し
ている遺伝子は 15遺伝子あった。その遺伝子のうち、miR-26a-5p、
miR-26b-5p と種間で保存されている結合配列をもつのが CELSR1、
JAG1、BID,TMEM184Bの 4遺伝子であり、これらが標的候補遺伝子
と考えられた。これらの 4 遺伝子について口腔扁平上皮癌臨床検
体を用いて qRT-PCRを施行したところ、CELSR1、TMEM184Bは口腔
扁平上皮癌において非癌部に比して有意に発現が上昇していたが、
JAG1、BID には有意な発現の上昇は認められなかった。TMEM184B
が最も癌部において有意に発現が上昇していたため、標的遺伝子
の可能性を考えて解析を行う方針となった。 
④ TMEM184B は miR-26a-5p、miR-26b-5p に直接制御されるかどうか
を検討した。SAS、HSC3に miR-26a-5p、miR-26b-5pを核酸導入し、
その 72時間後に qRT-PCR、ウエスタンブロットを行い、TMEM184B
の発現が mRNAレベル、蛋白レベルにおいて抑制されていることを
確認した。SAS を用いてルシフェラーゼレポーターアッセイを施
行し、miR-26a-5p、miR-26b-5p との結合部位をもつ wild 型のベ
クターに miR-26a-5p、miR-26b-5pを核酸導入したところ、有意に
発光が低下することが確認された。また、Negative control群で
ある、miR-26a-5p、miR-26b-5pとの結合部位が欠失した deletion
型のベクターに miR-26a-5p、miR-26b-5p を核酸導入したところ、
発光は低下されないことが証明された。つまり、miR-26a-5p、miR-
26b-5p は TMEM184Bに直接結合し、発現を抑制することが証明さ
れた。 
⑤ SAS、HSC3 に si-TMEM184B を核酸導入後 72 時間で qRT-PCR、ウエ
スタンブロットを施行し、mRNA レベル、タンパクレベルで
TMEM184B がノックダウンしていることを確認した。SAS、HSC3 に
si-TMEM184Bを核酸導入し、増殖能・遊走能・浸潤能を有意に低下
することを証明した。 
⑥ TMEM184B をノックダウンしたことで発現が低下する遺伝子を
pathway 解析したところ、Regulation of actin cytoskeleton 
pathway が候補となった。この中から、頭頸部扁平上皮癌におい
て発現が上昇している遺伝子として、IQGAP3、ITGB4、EGFRがあっ
た。qRT-PCR を施行し、TMEM184B をノックダウンした場合にそれ
ぞれ 3 つの遺伝子の発現はコントロール群に比して有意に発現が
低下していることが確認された。つまり、IQGAP3、ITGB4、EGFRは
TMEM184Bにより制御される可能性が示唆された。 
 【考察】 
これまで我々が行ってきた手法と同様に、口腔扁平上皮癌臨床検
体を用いてマイクロ RNA 発現プロファイルを作成した。口腔扁平
上皮癌において miR-26a-5p、miR-26b-5pの発現は著明に抑制され
ていることを qRT-PCR において確認し、発現を回復することで口
腔扁平上皮癌の遊走能・浸潤能を著明に抑制することが示された。
また、miR-26a-5p、miR-26b-5p は TMEM184B を直接制御すること
が示された。 
TMEM184B はこれまで他の癌種を含めて発現や機能を解析してい
る報告はなかった。TMEM184B は 22q12 で転写され、7 回膜貫通型
であることが知られている。TMEM184B を si-RNA を用いノックダ
ウンすることで著明に遊走能・浸潤能を抑制することから、
TMEM184Bは口腔扁平上皮癌において遊走能・浸潤能に関与するこ
とが示された。また、TMEM184Bに制御される遺伝子を網羅的に解
析したところ、IQGAP3、ITGB4、EGFR が考えられた。IQGAP3 は肺
癌において遊走能、浸潤能に関与するという報告がある。また、
我々は過去に、ITGB4 は頭頸部扁平上皮癌において遊走能・浸潤
能に関与しており、癌抑制型マイクロ RNA である miR-218 により
直接制御されることを証明した。EGFRは頭頸部扁平上皮癌におけ
る唯一の分子標的治療の標的分子となっている。これらの癌の遊
走・浸潤に関わるネットワークを miR-26a-5p、miR-26b-5pが抑制
することが証明された。 
 
【結論】 
今回我々は、口腔扁平上皮癌臨床検体におけるマイクロ RNA 発現
プロファイルを作成し、miR-26a-5p、miR-26b-5pの発現が有意に
低下しており、癌抑制型マイクロ RNA であることを証明した。こ
の論文は miR-26a-5p、miR-26b-5p が TMEM184B を直接制御するこ
と、さらに TMEM184Bは癌で発現が上昇しており、癌において遊走
能・浸潤能に関与していることを示した初めての論文である。miR-
26a-5p、miR-26b-5p-TMEM184B という口腔扁平上皮癌における新
たな経路が示され、今後に新たな治療戦略となる可能性が示され
た。 
 
 
